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CAPITULO |

1. RESUMEN

La enfermedad de Hansen -Lepra- es una enfermedad cronica que afecta
la piel y el sistema nervioso, la cual resulta de la infeccion por el patdgeno no
cultivable Mycobacterium leprae (1). La secuenciacién de la totalidad del
genoma de una cepa TN de la micobacteria (Originaria de Tamil, Nadu, India),
ha permitido un mayor entendimiento en la dinAmica de transmision y filogenia

del bacilo causante de la enfermedad (1).

La lepra no existia en el Nuevo Mundo en la era pre-Colombina y parece
haber sido introducida en el hemisferio occidental después de la conquista

espafiola (2).

Se aceptaba de forma generalizada que la Lepra resultaba solamente de
transmision del microrganismo causante de forma directa entre seres humanos;
pero en afos recientes, ha habido evidencia creciente sobre casos de
transmision zoonotica por exposicion estrecha a armadillos de nueve bandas
infectados (Dasypus novemcinctus) (3,4). Ademas, en 2008 se identificé una
especie diferente en un paciente con manifestaciones clinicas de lepra

lepromatosa difusa: Mycobacterium lepromatosis (5,6).



El objetivo del presente proyecto fue correlacionar epidemioldgica
y filogenéticamente los hallazgos moleculares de aislamientos clinicos (Biopsias
de piel) provenientes de pacientes de la clinica de Lepra de nuestro hospital y
especimenes de D. novemcinctus (Tejido del sistema reticulo endotelial)
originarios de la sierra madre oriental para finalmente compararlos con los

resultados documentados en la literatura regional y mundial.



CAPITULO Il

2. INTRODUCCION

La enfermedad de Hansen (o Lepra), es una enfermedad infecciosa
causada en la mayor parte de los casos por Mycobacterium leprae; afecta el
sistema nervioso periférico y el sistema tegumentario. Se considera una
enfermedad endémica, que ocurre principalmente en areas tropicales y
subtropicales. Sin embargo, en 2011, la OMS registr6 219,075 casos nuevos
globalmente y 439,670 nuevos casos reportados en el hemisferio occidental

durante la ultima década (7).

Los polimorfismos genomicos, permiten el rastreo histérico de la
diseminacién de la enfermedad por el mundo y confirmar el origen regional de la
mayoria de los aislamientos (8). La disparidad entre la prevalencia y los
reportes de casos nuevos a lo largo de la historia, enfatiza la falta de
conocimiento acerca de la transmision y el periodo de incubacién de la

enfermedad.

Se han propuesto diferentes abordajes para resolver estas interrogantes,
sin embargo se dificultan por la falta de conocimiento sobre la epidemiologia de
la enfermedad, las fuentes de infeccion, el modo preciso de transmision y la
importancia de los patrones de contacto y transmisibilidad. Avances recientes
en genotipificacion de bacterias, basadas en la identificacion de inserciones y

deleciones de ADN, polimorfismos de nucledtido uUnico (SNPs) y otras



estructuras polimérficas de ADN, como los microsatélites, han revolucionado el
entendimiento de los origenes, migracion, resistencia antimicrobiana y

diseminacién de las enfermedades infecciosas (9).

La disponibilidad de la secuencia completa del genoma de M. leprae ha
resultado en la descripcion de mas de 50 loci de microsatélites (STR) los cuales
han sido evaluados como potenciales herramientas de genotipificacion. Al
menos la mitad de estos STR han sido parcialmente caracterizados y muestran
polimorfismos entre los aislamientos de M. leprae de humanos, primates no
humanos y armadillos seleccionados de diferentes partes del mundo (9). En
2009, Gillis T y cols., utilizaron esta herramienta de tipificacion para definir la
distribucién geografica de M. leprae en diferentes regiones endémicas del
mundo, con el objetivo de entender fuentes de infeccion y patrones de

transmision de la enfermedad.

Ademas de los seres humanos, animales como el armadillo de nueve
bandas de América (Dasypus novemcinctus), y la ardilla roja de las islas
britAnicas (Sciurus vulgaris) se encuentran naturalmente infectados con M.
leprae (10,11). Datos gendémicos de cepas de M. leprae de armadillos salvajes y
ardillas rojas muestran que los humanos fueron responsables de la introduccion
de M. leprae a estas especies. Sharma y Cols. demostraron que el rango
geografico y la complejidad zoondtica de Lepra se estan extendiendo. Ellos
evaluaron 645 armadillos de 8 sitios de Estados Unidos, y se encontro que el

16.4% de los animales tenia evidencia seroldgica y genética de infeccion por el



bacilo M. leprae (). Ellos utilizaron SNP-VNTR y secuenciacion gendmica,
donde detectaron dos genotipos distintos en dos grupos de armadillos. En
comparacion, 42.3% de los pacientes humanos que fueron estudiados en este
estudio, se encontraron que estaban infectados con uno de los 2 genotipos de

M. leprae asociados con armadillos (12).

Asimismo, se ha reportado infeccién en primates no humanos, pero adn
no se determina si esto ocurre como infeccion incidental por las cepas de M.
leprae que afectan a los seres humanos o por cepas de M. leprae que tienen
tropismo por primates no humanos (13). En 2017 Honap y Cols., secuenciaron
los genomas completos de tres cepas de M. leprae que infectaron a primates no
humanos, donde se encontr6 que este patégeno puede ser trasmitido de
humanos a primates no-humanos asi como entre diferentes especies de

primates no humanos (13).

Se necesitan nuevas estrategias para detectar la lepra y prevenir su
diseminacion. La genotipificacion molecular de M. leprae habilita la aplicacién
de nuevos principios de la salud publica moderna para el control de
enfermedades mediante la identificacion de fuentes de infeccidbn y brotes

nuevos.



CAPITULO Il

3. ANTECEDENTES

3.1 Epidemiologia global

La enfermedad de Hansen (Lepra) es una enfermedad reconocida desde
tiempos biblicos. Armeur Hansen fue quién descubrié el bacilo en 1873 en
Bergen, Noruega, con este descubrimiento M. leprae se convirtié en el primer

patdgeno asociado a una enfermedad humana (14).

Fue hasta el afio de 1953 que el primer comité de expertos de la OMS en
lepra se reuni6 en Rio de Janeiro, Brasil; pero los primeros datos globales sobre
la prevalencia de la enfermedad se publicaron hasta el afio de 1966. En ese
momento, la OMS estimaba el numero global de pacientes con lepra en
10.786.000, aunque probablemente el nimero de casos estaba por encima de
esa cifra. Durante el periodo de 1960 a 1980 el numero global de pacientes

reportados con lepra se mantuvo estable, de 10 a 12 millones (15).

En 1982 se aprobo el uso generalizado de la terapia multibacilar, lo cual
tuvo como resultado una reduccion drastica del nimero de casos; para el afio
de 1991, el numero global de pacientes con lepra se redujo a 5,5 millones; esto

llevd a los miembros de la 442 sesion de la Asamblea Mundial de la Salud a



aprobar la resolucion WHA 44.9 (La eliminacion de la lepra como problema de
salud publica para el afio 2000), es decir, la reduccion de la prevalencia de la

enfermedad a un nivel inferior a 1 caso por 10.000 habitantes (15).

El nimero de pacientes con lepra detectados cada afio entre 2000 y
2006 disminuy6 significativamente de 719,219 pacientes en el afio 2000 a
265,661 en 2006 (15). La disminucion se debi6 principalmente al menor nimero
de pacientes con lepra identificados en las regiones del mundo que todavia
reportan el mayor nimero de casos (Es decir, el sudeste de Asia y Africa) (15).
La disminucién en el nimero de pacientes anuales comenzé a acelerarse
drasticamente en 2006: se reportaron 265,661 pacientes en 2006 y 215,656 en

2013 (15).

Para el afio 2016 la OMS presentd un registro de la prevalencia de la
lepra en cada regién del mundo asi como el nUmero de casos nuevos, siendo la
primera al final del afio de 171,948 casos con una tasa de 0.23 por 10,000
habitantes, siendo inferior a la cifra del 2015 la cual fue de 176,176 casos con

una tasa de 0.27 por 10,000 habitantes (16)

Por dltimo los datos globales y regionales reportaron un incremento del
namero de casos nuevos reportados con un total de 214,783 con una tasa de
2.9 por 100,000, superior a la cifra de 211,973 reportada en el 2015; se cree
que esto es debido a la mayor participacion de los paises en las campafnas y

programas para la deteccion de esta enfermedad (16).



3.2. Situacion en México

La lepra es una enfermedad endémica de Meéxico desde hace varios
siglos. Segun un estudio en base al seguimiento de patrones clonales, se sabe
qgue la lepra se extendié por el mundo durante los ultimos 100,000 afios y se
cree gque esta llegd a México a través de los migrantes mongoles que pasaron
por el estrecho de Bering en Alaska, ya que sus rutas migratorias coinciden
también con las zonas donde M. lepromatosis (estados del pacifico mexicano)

es endémica (17).

Durante el afio de 1960 la entonces Secretaria de Salubridad y
Asistencia, cre6 el Programa Nacional para el Control de la Lepra, designando
al Dr. Fernando Latapi como su director, quien compartié la organizacién con
otros dermatoleprélogos. El objetivo de este programa era identificar el mayor
namero de casos de lepra para otorgarles tratamiento, el cual en ese momento
y hasta 1990 consistia solo en dapsona (18); en ese mismo afio (1990) con la
implementacion de la terapia multibacilar, la lepra pasé de tener una
prevalencia de 16,694 casos (2.6 por 100 000 habitantes), a menos de 1 caso
por 10,000 habitantes en 1994, lo cual cumplia con la meta establecida por la
OMS para la eliminacion de la Lepra, siendo 243 el numero de casos nuevos

para el afio 2008 (17).



Segun datos oficiales (18) para el cierre de 2012 aun se tenian 21
municipios con tasa de prevalencia mayor a 1 por 10 mil, no obstante, desde
gue se alcanz6 dicha meta a nivel nacional, el nimero de casos nuevos
detectados anualmente ha seguido un descenso constante, con una

considerable reduccion de la carga de enfermedad.

Al final del afio del 2017 se tenia un total de 138 casos reportados siendo

los estados de Sinaloa, Jalisco, Guerrero y Nuevo Leodn los mas afectados. (19)

3.3. Taxonomia

El género Mycobacterium pertenece a la familia Mycobacteriaceae; son
bacilos que se caracterizan por ser acido-alcohol resistentes y por la presencia
de acidos micélicos en su pared celular (20).

Cuentan con una envoltura similar a las bacterias grampositivas, pero a
diferencia de estas, los componentes unidos a los peptidoglicanos son de
naturaleza lipidica, contrastando con las proteinas y lipopolisacaridos presentes

en las bacterias (21).

3.4. Descripcion del género

El género Mycobacterium esta integrado por bacilos largos de 3 a 5 um

de longitud, curvos o en forma de maza, inmoviles, no esporulados, con

abundantes granulos citoplasmaticos, que poseen una resistencia mayor a la



tincion por los colorantes comunes, pero una vez tefiidos son resistentes a la
decoloracion con una mezcla de alcohol &cido. Las micobacterias son altamente
resistentes a la desecacion y permanecen viables en el esputo desecado de
seis a ocho meses cuando estan protegidas de la luz solar. Son en general mas
resistentes a los agentes desinfectantes que otras formas vegetativas pero son
destruidos por procedimientos de pasteurizacion. De acuerdo a sus

requerimientos atmosféricos algunos son aerobios y otros microaerdfilos (21).

Poseen una envoltura que consta de membrana plasmatica y pared
celular. La membrana plasmatica de las micobacterias aparece en cortes
ultrafinos como una membrana bioldgica trilaminar clasica, es decir, dos capas
electron-densas separadas por una capa transparente. Sin embargo, tiene
como caracteristica la presencia de moléculas de lipopolisacéaridos,
lipoarabinomananos (LAM), lipomananos y fosfatidil-inositol-mandsidos. En
cuanto a la velocidad de crecimiento algunas especies son de crecimiento
rapido y otras de crecimiento lento. Se destaca en su estructura una gran
riqueza en lipidos (20-60%). El contenido de bases de guanina mas citosina en

la molécula de ADN es de 62 a 70 moles (21).

Timpe y Runyon propusieron una clasificacion util de Mycobacterium en
cuatro grupos, que se basa en la velocidad de crecimiento (rapido o lento,
segun sea superior o inferior a una semana), produccion de pigmento en

presencia 0 ausencia de luz (fotocromogeno, escotocromdgeno Yy no
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cromoOgeno) y caracteristicas macroscopicas y microscopicas de sus colonias

(21).

Aquellas micobacterias no comprendidas en los complejos de
tuberculosis o de lepra, se engloban bajo el término de micobacterias atipicas

(21).

3.5. Genoma

Han y cols., lograron identificar una nueva especie de Mycobacterium
tras el andlisis molecular en tejido hepatico de 2 pacientes que murieron por
Lepra Lepromatosa Difusa (5). Ellos encontraron diferencias genéticas
significativas en comparacion con M. leprae, tras el andlisis de seis genes
representativos, donde se observo una divergencia del 2.1% a nivel del gen del
ARN Ribosomal 16S y variaciones similares en otros 5 genes menos

conservados desde el punto de vista evolutivo.

M. leprae y M. lepromatosis muestran aproximadamente un 88% de
similitud genética, comparten muchas caracteristicas comunes, como una
reduccion del tamafio total del genoma (en relacion con otras micobacterias) de
aproximadamente 3,2 millones de pares de bases (pb), una organizacion del

genoma similar y la incapacidad de crecer fuera de un huésped vivo (13).

11



La secuencia completa del genoma de M. leprae. contiene 3,268,203
pares de bases (pb) y tiene un contenido promedio de G + C de 57.8%. El
49,5% del genoma de M. leprae contiene genes codificantes de proteinas, 27%
contiene pseudogenes reconocibles que son funcionales en el bacilo
tuberculoso, pero que aparecen inactivos en M. leprae, el 23.5% restante del
genoma no parece estar codificado. El analisis del proteoma comparativo
detectd solo 391 especies solubles de proteinas, en comparacion con las 1,800
en M. tuberculosis, lo que indica que los pseudogenes son inertes a la
traduccion. De manera tal que desde que se separd del ultimo ancestro
micobacteriano comun, el bacilo de la lepra pudo haber perdido mas de 2,000
genes, en un proceso conocido como evolucion reductiva (22). La evolucién
reductiva se explica por la seleccion natural y adaptacion al ser humano
sedentario y la pérdida de genes no esenciales mediante mutaciones sin

sentido, inserciones o deleciones en especies parasitarias de los hombres (23).

3.6. Zoonosis

El dnico reservorio no humano conocido de M. leprae es el armadillo de
nueve bandas (Dasypus novemcinctus), y las tasas de prevalencia de la
enfermedad entre los armadillos pueden superar el 20% en algunas localidades.
Los armadillos son altamente susceptibles a M. leprae y pueden manifestar
cargas masivas de bacilos en sus tejidos (12). Esta infeccion selvatica se
detectd por primera vez en 1975, pero se sabe que ocurrio entre los armadillos

durante muchas décadas antes de esa época (12).

12



Aunque se acepta generalmente que la enfermedad ocurre tras la
transmision interhumana, en afos recientes existe evidencia creciente de casos

secundarios al contacto con armadillos de nueve bandas (12).

Asimismo, el hallazgo de ejemplares de ardillas rojas (Sciurus vulgaris)
con lesiones caracteristicas y evidencia de infeccion por M. lepromatosis y M.
leprae en el andlisis histopatoldgico, serolégico y molecular, ha demostrado
gue dichos animales también son reservorio para la enfermedad en las islas
britanicas (10).

3.7 Identificacion de micobacterias causantes de la enfermedad en

muestras de tierra.

Diferentes investigadoes han sugerido que el microorganismo causante
de la enfermedad (M. leprae) puede estar presente en el medio ambiente:
suelo, agua, plantas o incluso en otras especies animales incluyento
protozoarios tipo amibas, insectos, peces y los ya reconocidos primates no
humanos y armadillos (24-31). El rol del suelo y cuerpos de agua en la
transmision de la enfermedad ha sido descrita en los ultimos afios; mediante la
amplificacion por PCR de ADN de M. leprae, se ha corroborado su presencia en
muestras de suelo y agua, incluso en areas geograficas no habitadas por
pacientes con Lepra en areas endémicas de Brasil y la India (25,32). De
manera tal, gue ademas de humanos y animales, algunas fuentes ambientales

pueden actuar también como reservorios de M. leprae (32).

13



3.8. Técnicas de identificacion molecular

Las técnicas de tipificacion molecular permiten identificar polimorfismos
especificos en M. leprae y M. lepromatosis, lo que permite mejorar el
entendimiento de la epidemiologia de la Enfermedad. El abordaje actual
consiste en el andlisis comparativo locus-locus (33). Al ser microorganismos
gue no crecen en medios de cultivo, las técnicas de amplificacion molecular son

clave para la identificacion especifica.

La tipificacibn molecular es util para el estudio de la distribucion
geografica de las diferentes cepas de Mycobacterium leprae y Mycobacterium
lepromatosis y tiene potencial aplicacion para el estudio de la dinamica de
transmision. Esto también provee informacién sobre la evolucién histérica y

filogenética del bacilo (8).

Usando genOmica comparativa y evidenciando variaciones genéticas
discretas (Polimorfismos de nucleétido Unico —SNP-), Monot y colaboradores
encontraron que la enfermedad tiene su origen en el este de africa o el oriente
medio y fue diseminandose al resto del mundo con las migraciones humanas,
siendo los europeos o0 los africanos del norte quienes introdujeron la

enfermedad en el oeste de africa y las américas en los ultimos 500 afios (8).

14



La identificacion de polimorfismos es atil en el entendimiento de la
epidemiologia de la enfermedad. Actualmente se utilizan métodos que permiten
el analisis de inserciones, deleciones y deteccion de SNP lo cual es util en el
estudio de la distribucién geografica de las diferentes cepas de M. leprae y M.
lepromatosis, agrupandolos en tipos y subtipos de SNP mediante el uso de
herramientas informéticas como el software START (1).

CAPITULO IV

4. IMPORTANCIA

La importancia de este trabajo radica en contribuir al diagnéstico
molecular de Lepra, en casos de pacientes que por la historia clinica, la
exploracién fisica o estudios de laboratorio convencial, no sea posible el
diagnéstico definitivo de la enfermedad y la identificacion de la dinamica de

transmision y brotes de la enfermedad.

15



CAPITULO V

5. ORIGINALIDAD

Este constituye el primer estudio en su tipo, sobre epidemiologia

molecular de la enfermedad en muestras de pacientes, armadillos y suelo, en

Nuevo Lebn y en México.

16



CAPITULO VI

6. JUSTIFICACION

Se desconocen los genotipos circulantes de M. leprae y M.

lepromatosis en nuestro medio, asi como su relaciébn con los genotipos en

armadillos de nueve bandas locales y muestras de suelo.

17



CAPITULO VI

7. HIPOTESIS

Pregunta de investigacion

¢, Cudles son las clonas de M. leprae y M. lepromatosis dominantes en México?

Hipotesis

Las clonas de M. leprae y M. lepromatosis predominantes en nuestro Estado

son comparables a las del resto del pais.
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CAPITULO VI

8. OBJETIVOS

Objetivo General

Identificacion de los genotipos dominantes de M. leprae y M. lepromatosis
en el Estado de Nuevo Ledn y comparar con aislamientos clinicos provenientes

de otros centros de referencia del pais y la literatura mundial.

Objetivos Especificos

1. Se recolectaron muestras de piel o tejido embebido en parafina de
pacientes con enfermedad de Hansen.

2. Se recolectaron muestras de armadillo provenientes del Estado de
Nuevo Ledn.

3. Se recolectaron muestras de tierra provenientes del Estado de Nuevo

Ledn.
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4. Se extrajo el ADN de las muestras e identificar M. lepare y
M.lepromatosis

5. Se genotipificaron las muestra positivas tanto de humanos como de
armadillos, mediante analisis de ocho SNPs

6. Se secuenciaron los hallazgos relevantes.

CAPITULO IX

9. MATERIAL Y METODOS

9.1. Muestras clinicas

Para este estudio se obtuvieron muestras de biopsias de pacientes
diagnosticados con la Enfermedad de Hansen. Como criterios de inclusion se
incluyeron:

e Pacientes que acudian al Servicio de Dermatologia del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzéalez” de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn con diagndstico histopatolégico vy
baciloscopico de lepra de cualquier subtipo, con o sin tratamiento,
gue acuden por vez primera o a control de su enfermedad y que
tuvieran biopsia de piel.

e Pacientes hombres o mujeres con edad entre 5-90 afios, previo

consentimiento informado.
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Se obtuvieron los datos demograficos de los pacientes como la edad,
sexo y origen de nacimiento.
Como criterios de exclusion se incluyeron:
e Pacientes que no contaban con biopsia diagndstica o de control.

e Pacientes que estuvieron fuera del rango de edad.

9.2. Aislamiento y extraccién de ADN micobacteriano.

El aislamiento de ADN se llevé a cabo por el método de Van Embdem
(Van Embdem vy cols., 1993). Al acudir a biopsia de control, una parte del
espécimen se coloc6 en un tubo de microcentrifuga conteniendo 500 ul de
solucion TE 1X. Se afadio 50 ul de lisozima (10 mg/ml) mezclando por
inversion (20 veces) y se incubd a 37°C toda la noche. Posteriormente se
adicionaron 70 yl de SDS al 10 % y 6 pl de proteinasa K (10 mg/ml), de la
misma forma se mezclé por inversion (20 veces) y se realizé una incubacién a
65°C por 10 min. Se afiadieron 100 pyl de NaCl 5M, se mezcloé por inversion (20
veces) y después se agregaron 80 yl de bromuro de hexadecil-trimetilamonio
(CTAB) precalentado a 65°C. La mezcla se agitd en un vértex hasta que la
suspension se tornd lechosa, se incub6 a 65°C por 10 min. Se afadié un
volumen igual (0.7 ml) de una mezcla (24:1) de cloroformo/alcohol isoamilico y
se agité en un vortex por 10 s, se centrifugd a temperatura ambiente por 5 min a
12,000 X g y la capa acuosa fue transferida a un nuevo tubo de microcentrifuga

con una micropipeta. Se agregaron 500 pl de isopropanol; después de agitar
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levemente los tubos se dejaron a —20°C por lo menos 1 hora, se centrifugaron
por 15 min a temperatura ambiente a 12,000 X g y se descarto el sobrenadante.
La pastilla de ADN se lavo con 1 ml de etanol frio para remover el CTAB
residual y el isopropanol. Los tubos se centrifugaron por 5 min a temperatura
ambiente a 12,000 X g, se descarto el sobrenadante y la pastilla de ADN se
dejé secar al aire. EI ADN se disolvio en 50 yl de buffer TE 1X, dejando en
incubacion a 37°C por 30-60 min.

Para evaluar la cantidad y la calidad del ADN se utiliz6 un biofotometro
(Biophotometer Eppendorf, Hamburg, Germany) y se almacenaron a 4°C hasta

Su uso.

9.3. Extraccion de ADN de M. leprae y M. lepromatosis de bloques

de parafina.

Para la extraccion de ADN de las muestras de patologia que se
encontraban en blogues de parafina se utilizé el método de Marchetti (Marchetti
y cols., 1998), se realizaron tres cortes de 12 mm de grosor en un micrétomo,
para evitar contaminacion de ADN de cada muestra se utilizaron navajas
nuevas y se cambio la cinta del microtomo, se lavaron con xilol y etanol al
100%, después cada muestra se coloco en un tubo eppendorf y se calentaron a
60°C para disolver la parafina, después se agregé xilol y se agité por 10
segundos en vortex y se dejo en reposo por 30 minutos; se centrifugd durante 5
minutos a 12 000 X g., el sobrenadante se desecho, se agreg6 de nuevo xilol y

se dejo en reposo otros 30 minutos; para eliminar el exceso de xilol se afiadio
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etanol al 100% y se agito por 10 segundos en el vortex, se centrifugd a 12,0009
por 5 minutos, se descartd el sobrenadante y se dejo secar la pastilla durante
30 minutos a temperatura ambiente; se re-suspendid en un volumen final de
500ul de buffer TE; se agregd 50 pl de lisozima y se incubd6 por dos horas a
37°C; después se afadié 30 pl de proteinasa K y se incubd de 2-3 horas a 56°C
o durante la noche a 37°C; se continuo la extraccion con la adicion de SDS
como se comentd anteriormente.

9.4. Identificaciéon de especie

Se homogenizaron las concentraciones de los aislamientos a 20 ng/ul y
se utilizaron primers especificos (Ver TABLA 1) para especies de M. leprae y M.
lepromatosis. Se realizaron reacciones de PCR para amplificaciéon de bandas
de tamafo conocido (488 pb para M. leprae y 244 pb para M. lepromatosis) que
permitieron identificar muestras con positividad para cualquiera de los dos

microorganismos (34).

TABLA 1.

Primers para identificacion de especie.

M. leprae M. lepromatosis
RLEP-7 5-TGAGGCTTCGTGTGC TTITGC - ¥ LPM244F | 5 - GTT CCT CCA CCG AGAAACAC -3
RLEP-8 5-ATC TGC GCT AGAAGG TTGCC -3 LPM244R | 5 - TTC GTG AGG TAC CGG TGAAA -3

9.5. Identificacién de especimenes de Dasypus novemcinctus

infectados
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Utilizamos el ML Flow Test, una herramienta que permite detectar
anticuerpos anti-PGL-I, en suero de ejemplares de Dasypus novemcinctus con
signos clinicos de enfermedad (Alteraciones morfolégicas en areas topograficas
como nariz, orejas, extremidades) provenientes de areas geograficas donde se
reportan casos clinicos en seres humanos, de acuerdo a nuestra base de datos.
Aquellos que mostraron positividad en dicha prueba fueron canalizados de
acuerdo a las regulaciones sanitarias correspondientes para obtener tejido
(Sistema tegumentario y reticuloendotelial) que se procesd para posterior
estudio histopatolégico, baciloscépico y molecular, y permitiendo de esta forma

relacionar los hallazgos con los obtenidos en seres humanos.

9.6. Identificacién de M. leprae y M. lepromatosis en muestras de

suelo.

Se recolectaron muestras de suelo himedo de 8 municipios (Cadereyta,
Montemorelos, Doctor Gonzalez, Guadalupe, Juarez, Los Ramones, General
Terdn y Linares) a una profundidad de 5cm) en areas sin luz solar y se
almacenaron en tubos de 50 ml (Greiner Bio-One, Kremsmiunster, Austria). Se
extrajo ADN de 10 g de suelo utilizando DNeasy PowerMax Soil (Qiagen,

Valencia, CA) segun las instrucciones del fabricante.

9.7. Deteccion y tipificacion por SNP
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Para determinacién de SNP, se utilizaron los primers descritos previamente por
Monot y cols. (Ver TABLA 2, 2005) para llevar a cabo PCR. Los productos de
PCR fueron sujetos a un protocolo que utilizO enzimas de restriccion descrito
por Sakamuri y Cols. (2009)(9) utilizando las enzimas Smill, CviKl-1, BstUI para
SNP1, 2 y 3 respectivamente. Los productos de PCR (10 uL) fueron digeridos
con una unidad de las enzimas. Las reacciones de Smll, CviKI-1 y BstUI se
realizaron a 55°C, 60°C y 37°C, respectivamente por 1 horas. Los productos
predigeridos y digeridos se corrieron en un gel de agarosa con buffer TAE1x al
3%, utilizando GelRed Nucleic Acid Gel Stain para visualizar el resultado

utilizando un fotodocumentador con radiacion UV.

TABLA 2.

Primers utilizados para SNP

El uso de las enzimas antes mencionadas, permitié discernir entre
diferentes patrones de bandas, los cuales se basan en cepas con secuencias

ya conocidas (Ver Figura 1).
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A: Locus 1 Sl RFLP B: Locus 2 CviKl-1 BFLP C: Locus 3 BstU! HFLP
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1SNP 4 = SNP 2,3, 4 L = 1SNP3, 4

-180
148

184
-149

[
7533038 N63 BR

L L e
T53 3039 N63 BR

Figura 1. Patrones de bandas de PCR-RFLP de cuatro cepas de M. leprae de
referencia (T53, 3039, N63,BR). La longitud de las bandas, antes y después de
la digestion, es clave para identificar el tipo de SNP de la cepa estudiada.

Imagen extraida de Sakamuri RM, y Cols. Population-based molecular
epidemiology of leprosy in Cebu, Philippines. J Clin Microbiol. 2009

Sep;47(9):2844-54.

26



CAPITULO X

10.RESULTADOS

10.1. Muestras clinicas

Se obtuvieron 98 biopsias correspondientes a 68 pacientes de la clinica de
Hansen de nuestro hospital. EI 82% (56) fueron biopsias de tejido fresco y el
18% (12) restante fueron biopsias de tejido embembido en parafina. Tomando
en cuenta los hallazgos en la exploracion fisica, la baciloscopia y el estudio
histopatolégico, el 59% de ellos tenian Lepra Lepromatosa (LL); 6%, Lepra
Dimorfa (LD); 7%, Lepra Tuberculoide (LT); 6%, Lepra Indeterminada (LI); 3%,
Lepra Histioide (LH); 2%, tenian hallazgos de LL y LT; 1% en vigilancia
postratamiento de LL y en 16% no se tenian datos sobre el subtipo clinico de la

enfermedad (Ver Figura 2).

Respecto al origen geografico de los pacientes se encontraron los siguientes

datos: el 25% residia en Monterrey; 12%, en Cadereyta; 6% en Apodaca; 4% en
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San Nicolas de los Garza, Guadalupe, Montemorelos y Lampazos de Naranjo,
respectivamente; 3% en Linares, Juarez, Pesqueria y Escobedo,
respectivamente; 1% en Camargo (Tamaulipas), Nuevo Laredo (Tamaulipas),
Los Ramones, Sabinas Hidalgo, San Pedro Garza Garcia, Ciudad Victoria
(Tamaulipas), Anahuac, General Teran y Garcia, respectivamente. En el 15%
de los casos, no fue posible especificar el origen geografico del paciente (Ver

TABLA 3).

Vigilancia LD
NR 1% 6%

Figura 2. Subtipo clinico de la enfermedad.

TABLA 3.

Origen geografico de los pacientes.

Origen (Municipio y/o Estado) Frecuencia (Porcentaje)

Monterrey 17 (25)
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NR 10 (15)
Cadereyta 8 (12)
Apodaca 4 (6)
San Nicolas de los Garza 34
Guadalupe 34
Lampazos de Naranjo 34
Montemorelos 3(4)
Juéarez 2 (3)
Pesqueria 2 (3)
Escobedo 2 (3)
TABLA 3 (Continua)
Origen (Municipio y/o Estado) Frecuencia (Porcentaje)
Linares 1(1)
Camargo (Tamaulipas) 1()
Nuevo Laredo (Tamaulipas) 1()
Los Ramones 1(1)
Sabinas Hidalgo 1(1)
Garcia 1(1)
San Pedro Garza Garcia 1(1)
Ciudad Victoria (Tamaulipas) 1(1)
Anéhuac 1(1)
General Teran 1(1)
Total 68 (100)

10.2. Aislamiento y extraccion de ADN micobacteriano.

Se extrajo el ADN de la totalidad de las muestras utilizando el método de
Van Embdem para biopsias de tejido fresco y el método de Marchetti para las
biopsias de tejido embebido en parafina. Las concentraciones promedio de ADN

se muestran en la TABLA 4.

13.3 Identifiaciéon de especies.

Después de que se homogenizaron las concentraciones de los aislamientos
a 20 ng/ul, se utilizaron los primers especificos para especies de M. leprae y M.

lepromatosis. Se lograron identificar 28 muestras positivas para infeccion por M.
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leprae y ninguna positiva para infeccion por M. lepromatosis. Los hallazgos se

muestran en la TABLA 4.

TABLA 4.

Concentracion de ADN de biopsias de pacientes.

Numero Tipo de | Concentracion Positividad M. | Positividad M.
consecutivo | biopsia promedio (ng/uL) | leprae lepromatosis
(RLEP) (LPM244)

1 F 140.15 0 0
2 F 320.23 0 0
3 F 170.50 1 0
4 F 21.53 0 0
5 F 47.91 0 0
6 F 4.23 0 0
7 F 102.75 0 0
8 F 140.50 0 0
9 F 3270.85 0 0
10 F 178.50 1 0
11 F 216.50 0 0
12 F 162.00 1 0
13 F 209.45 1 0
14 F 386.35 1 0
15 F 83.00 0 0
16A F 400.90 1 0
16B F 184.55 0 0
17 F 762.70 0 0
18 F 22.50 0 0
19 F 225.75 0 0
20 F 47.60 0 0
21 F 157.35 1 0
22 F 347.50 1 0
23 F 128.50 0 0
24 F 245.50 0 0
25 F 1100.00 1 0
26 F 1188.50 0 0
27 F 88.00 0 0
28 F 159.60 0 0
29 F 25.70 0 0
30 F 109.50 0 0

30



31 F 2744.25 0 0
32 F 38.60 0 0
33 F 1272.50 0 0
34 F 1047.90 1 0
35 F 328.25 1 0
36 F 2605.30 1 0
37 F 451.90 0 0
38 F 53.20 0 0
39 F 110.05 1 0
40 F 425.17 1 0
TABLA 4 (Continua)
Numero Tipo de biopsia | Concentracion | Positividad M. | Positividad M.
consecutivo promedio leprae lepromatosis
(ng/uL) (RLEP) (LPM244)
41 F 622.40 1 0
42A F 680.50 0 0
42B F 226.20 0 0
43 F 613.73 1 0
44 F 752.80 0 0
45 F 1484.00 0 0
46 F 20.45 1 0
47 F 3120.00 1 0
48 F 1204.30 0 0
49 F 15.50 1 0
50 F 913.30 0 0
51 F 93.30 1 0
52 F 299.10 0 0
53 F 76.20 0 0
54 F 1963.50 0 0
55 F 72.20 1 0
56 F 82.90 0 0
57A F 791.75 0 0
57B F 220.10 1 0
58 F 511.90 0 0
59 F 1281.25 1 0
60 F 68.45 1 0
61 F 246.45 1 0
62 F 25.60 1 0
63 F 55.70 0 0
64 F 111.45 1 0
65 F 53.65 0 0
66 F 159.50 0 0
67 F 44.50 0 0
68 F 136.35 0 0
69 F 604.60 0 0
70 F 25.85 0 0
71 F 584.90 0 0
72 F 333.20 0 0
73 F 14.80 0 0
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74 F 1.30 0 0

75 F 278.43 0 0

76 F 49.75 0 0

77 F 22.86 0 0

78 F 8.25 0 0

80 P 134.8 0 0

81 P 113.4 0 0

82 P 118.45 0 0

83 P 115.75 0 0

84 P 111 1 0

TABLA 4 (Continua)
Numero Tipo de biopsia | Concentracion | Positividad M. | Positividad M.
consecutivo promedio leprae lepromatosis
(ng/uL) (RLEP) (LPM244)

85 P 106 0 0

86 P 164 0 0

87 P 167 0 0

88 P 117 0 0

89 P 95 0 0

90 P 81.1 0 0

91 P 107.85 0 0

92 P 108.2 0 0

93 P 173.2 0 0

94 P 97.15 0 0

95 P 49.7 0 0

F: Biopsia de tejido fresco; P: Biopsia de tejido embebido en parafina; O:

Negativo; 1: Positivo.

13.4 Identificacion de especimenes de Dasypus novemcinctus

infectados

Se recolectaron 6 especimenes de armadillos de nueve bandas. Se
procesaron biopsias de Higado, Pulmén, Bazo y Piel (Oreja) de cada uno de
ellos para analisis histopatolégico, baciloscépico y molecular. 1 de ellos, mostré
positividad en el estudio histopatoldgico, baciloscopico y molecular en Higado,

Pulmén y Piel de oreja (Al, Figuras 3-6). 2 de ellos (A2 y A3), solo mostraron
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positividad en el estudio molecular de Oreja. El resto de los especimenes, no

tuvo hallazgos sugestivos de infeccion por estas micobacterias en el estudio

histopatolégico, baciloscépico y molecular. (Ver TABLA 5).

TABLA 5.

Relacion de muestras de Armadillo

Numero Clave Municipio Histopatologia | Baciloscopia Estudio Especie
molecular

1 Al Soto La + + + M. leprae
Marina

2 A2 Montemorelos - - + M. leprae

3 A3 Sabinas - - -
Hidalgo

4 A4 Santiago - - - -

5 A5 Lampazos - - - -

6 A6 Cadereyta - - - -

(+): Resultado positivo; (-): Resultado negativo
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Figura 3. Biopsia de piel de armadillo (10x, Fitte Faraco), donde se aprecian

multiples bacilos &cido alcohol-resistentes en dermis superficial y profunda.
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Figura 4. Biopsia de pulmon de armadillo (10x, Fitte Faraco), donde se aprecian
multiples bacilos acido alcohol-resistentes formando globias en los alveolos

pulmonares.
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Figura 5. Biopsia de higado de armadillo (10x, Fitte Faraco), donde se aprecian

multiples bacilos &cido alcohol-resistentes.
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RLEP LPM244

Figura 6. Analisis por PCR, positivo para la presencia de M. leprae en Higado,

Pulmén y Piel de Oreja en el Armadillo 1 (Al).

Ladder: Marcador de 100 pares de bases; AH1: Higado de Armadillo 1; AP1:
Pulmon de Armadillo 1; AO1: Piel de Oreja de Armadillo 1; C-: Control negativo;

C+: Control positivo.
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13.5 Aislamiento de M. leprae y M. lepromatosis en muestras de suelo.

Se lograron obtener 60 muestras de suelo, proveniente de 8 municipios del
estado de Nuevo Leon. Se logré aislar material genético de la totalidad de ellas
utilizando el kit DNeasy PowerMax Soil (Qiagen, Valencia, CA) y se logré
identificar M. leprae en solo dos de ellas provenientes de Cadereyta y Juarez.

Los hallazgos de las muestras de suelo se resumen en la TABLA 6.

TABLA 6.

Relacion de muestras de Tierra

Muestra Origen Promedio Agente
Concentracion | identificado

DNA ng/pl por PCR
T1 Montemorelos 44.8 Negativo
T2 Montemorelos 11.3 Negativo
T3 Montemorelos 154 Negativo
T4 Montemorelos 13.1 Negativo
T5 Montemorelos 41.0 Negativo
T6 Montemorelos 41.5 Negativo
T7 Montemorelos 4.0 Negativo
T8 Montemorelos 9.2 Negativo
T9 Montemorelos 21.7 Negativo
T10 Montemorelos 30.8 Negativo
T11 Montemorelos 16.3 Negativo
T12 Montemorelos 6.9 Negativo
T13 Cadereyta 17.2 Negativo
T14 Cadereyta 18.5 Negativo
T15 Cadereyta 2.0 Negativo
T16 Cadereyta 2.0 M. leprae
T17 Cadereyta 38.8 Negativo
T18 Cadereyta 32.1 Negativo
T19 Cadereyta 20.1 Negativo

TABLA 6 (Continua)

Muestra Origen Promedio Agente
Concentracion | identificado
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10.6.

DNA ng/pl por PCR
T20 Cadereyta 17.1 Negativo
T21 Cadereyta 1.9 Negativo
T22 Cadereyta 3.3 Negativo
T23 Cadereyta 5.6 Negativo
T24 Cadereyta 3.7 Negativo
T25 Dr Gonzélez 14.0 Negativo
T26 Dr Gonzélez 36.5 Negativo
T27 Dr Gonzélez 206.2 Negativo
128 Dr Gonzalez 278.8 Negativo
T29 Juarez 268.5 Negativo
T30 Juérez 12.4 M. leprae
T31 Juérez 15.9 Negativo
T32 Juarez 19.2 Negativo
T33 Juarez 360.6 Negativo
T34 Juarez 20.3 Negativo
T35 Cadereyta 31.2 Negativo
T36 Cadereyta 16.8 Negativo
T37 Cadereyta 45.0 Negativo
T38 Cadereyta 37.2 Negativo
T39 Guadalupe 14.7 Negativo
T40 General Teran 8.8 Negativo
T41 Guadalupe 9.1 Negativo
T42 Cadereyta 24.9 Negativo
T43 Guadalupe 10.5 Negativo
T44 General Teran 17.0 Negativo
T45 General Teran 42.1 Negativo
T46 General Teran 104 Negativo
T47 General Teran 53.3 Negativo
T48 General Teran 14.2 Negativo
T49 Linares 14.8 Negativo
T50 Guadalupe 6.6 Negativo
T51 Linares 64.3 Negativo
T52 General Teran 5.3 Negativo
T53 Cadereyta 19.3 Negativo
T54 Cadereyta 30.5 Negativo
T55 Los Ramones 3.7 Negativo
T56 Los Ramones 5.4 Negativo
157 Cadereyta 5.9 Negativo
T58 Cadereyta 24.5 Negativo
T59 Cadereyta 5.4 Negativo
T60 Cadereyta 11.7 Negativo

Deteccidn y tipificacion por SNP




Utilizando los primers descritos previamente, logramos identificar el tipo y
el subtipo de una parte de las muestras, siendo 3l el genotipo predominante. En
la TABLA 7 se resumen los resultados, especificando el origen, el tipo y

subtipos disponibles de los aislamientos clinicos.

TABLA 7.

Tipos y Subtipos de SNP identidficados

Muestra Especie Origen SNP Tipo SNP
identificada Subtipo
F3 M. leprae Linares 3
F10 M. leprae Apodaca 3
F13 M. leprae Monterrey 3
F14 M. leprae Cadereyta 3
F16A M. leprae Apodaca 3
F21 M. leprae Monterrey 3 I
F22 M. leprae Escobedo 3
F25 M. leprae General Teran 3 I
F34 M. leprae Apodaca 3
F35 M. leprae Los Ramones 3
F36 M. leprae Monterrey 3 |
M. leprae San Nicolas 3
F39 de los Garza
F40 M. leprae Monterrey 3
F41 M. leprae Cadereyta 3 |
M. leprae San Nicolas 3
F43 de los Garza
M. leprae Lampazos de 3
F46 Naranjo
M. leprae Lampazos de 3
F47 Naranjo
F49 M. leprae Camargo 3
F51 M. leprae Monterrey 3
TABLA 7 (Continta)
Muestra Especie Origen SNP Tipo SNP
identificada Subtipo
M. leprae Sabinas 3
F55 Hidalgo
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M. leprae Sabinas
F57B Hidalgo
F59 M. leprae Juarez
F60 M. leprae Tamaulipas
M. leprae Sabinas
F61 Hidalgo
M. leprae Sabinas
F62 Hidalgo
P84 M. leprae Monterrey
M. leprae Soto La
Al Marina
A2 M. leprae Montemorelos
T16 M. leprae Cadereyta
T30 M. leprae Juarez
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CAPITULO XI

11. DISCUSION

La lepra es una enfermedad que afecta generalmente a paises en
desarrollo, con la mayor proporcion de casos reportados en la India, China,
Myanmar, Indonesia, Brazil, Nigeria, Madagascar y Nepal (14). La lepra también
es endémica de México y se concentra fundamentalmente en los estados de
Michoacan, Guerrero, Nayarit, Sinaloa, Sonora, Jalisco y Nuevo Leo6n (17,19).
Sin embargo, la distribucion de los casos en estas regiones no es uniforme,
permitiendo identificar grupos de casos, sin clara asociacion epidemiolégica
entre si. Se ha sugerido que en estos paises endémicos, mas del 50% de los
pacientes con la enfermedad tuvo contacto con una persona infectada (a través
de gotas respiratorias), sin embargo tal porcetaje es variable y puede ser mucho
menor en paises no endémicos (35-37). En estas situaciones, probablemente
el paciente adquirié la enfermedad de otras fuentes presentes en su ambiente

local, como animales no humanos y fuentes ambientales (12,32).

La biologia molecular es una herramienta valiosa para poder rastrear el
contacto entre pacientes infectados y entre pacientes y otras fuentes de
infeccion. Mediante el analisis de polimorfismos de nucleotido Unico, se han
podido rastrear patrones filogenéticos a nivel mundial y estudiar la dinamica de

transmision entre diferentes comunidades (38—42).

42



En este estudio aislamos ADN de M. leprae proveniente de biopsias de
pacientes con Lepra, diferentes tejidos de armadillos y de muestras de suelo.
Se encontr6 que el genotipo predominante en el estado (ADN aislado de
biopsias de pacientes, armadillo y muestras de suelo) fue 3l, el cual fue similar
a lo encontrado en el sureste de Estados Unidos, particularmente en Texas

(12), costa este, sur, suroeste y sureste de México (43).

Otros estudios epidemiologicos realizados en Estados Unidos y en Brazil,
han enfatizado la importancia del contacto estrecho con armadillos como un
factor de riesgo para la infeccién por el bacilo causante de la enfermedad de
Hansen (44-47). La totalidad de los pacientes en los que se aislo M. leprae
habian tenido contacto directo con especimenes de Armadillo (Como alimento o
actividades al aire libre), sin embargo, ninguno de ellos corresponde a los
presentados en este estudio. La seroprevalencia de M. leprae en armadillos en
nuestro estado se desconoce, pero seria posible conocerla mediante la
identificacion de anticuerpos PGL1 en muestras de sangre. A pesar de ello, es
seguro incentivar evitar el consumo o contacto estrecho con tales animales, en

poblacién suceptible.

Las muestras de suelo se obtuvieron de las madrigueras o en la
proximidad de las madrigueras de armadillos, considerando que la tierra
representa un reservorio para el bacilo de la lepra. En este estudio se demostrd
la presencia de ADN de M. leprae, el cual corresponde al genotipo encontrado

en humanos y armadillos y contribuyendo con esto a enfatizar la importancia
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gue tiene el ambiente en la transmision del bacilo (Ya sean bacterias viables o

recidiendo en hospederos microscopicos como las amibas de tierra) (32).

Estos resultados, sugieren que la biologia molecular es una herramienta
uatil para determinar el origen y evolucion de diferentes cepas de M. leprae, ya
que el genotipo predominante en cepas europeas también es 3l, lo que hace
posible rastrear la introduccion de la enfermedad en América después de la
conquista espafiola (8) lo cual también es consistente con los hallazgos
paleolégicos de restos humanos con signos de la enfermedad que se limitan al

periodo posterior a la conquista (48).

Si bien la biologia molecular tiene estas ventajas, también tiene
limitaciones. La obtencion de ADN de M. leprae o M. lepromatosis es
complicado debido a que es un microorganismo no cultivable in-vitro, tiene un
prolongado periodo de incubacion, calidad o cantidad inadecuada de las
muestras, pobre seguimiento por parte de los pacientes, falsos positivos y
negativos durante la amplificaciéon del material genético debido a contaminacion
con nucleasas u otros amplicones ambientales. La falta de muestras positivas
para M. lepromatosis evidencia la poca frecuencia con la que se aisla tal
microorganismo Yy justifica el seguir buscando en biopsias, sobre todo en

pacientes con cuadros clinicos aparatosos.
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CAPITULO XII

12. CONCLUSION

Se requieren nuevas estrategias para detectar la Lepra y prevenir su
diseminacién. El uso de la biologia molecular es imperativo para lograr disminuir
la brecha de la incertidumbre diagndstica en casos donde la imagen clinica o
histopatolégica, no es clara. La biologia molecular permitié definir que el
genotipo predominante en nuestro estado es similar al encontrado en el sur de
Estados Unidos, costa este, sur, suroeste y sureste de México ademas de

Europa.

Utilizando la biologia molecular y mediante el andlisis de polimorfismos
genéticos de muestras de pacientes, armadillos y suelo, se pueden rastrear
brotes de la enfermedad y actuar proactivamente para la busqueda de nuevos
casos, proveer un tratamiento temprano y evitar la propagaciéon de la

enfermedad.
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